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(57) Abstract 



Immortalised cell lines from human adipose tissue, process for preparing same and applications thereof as a study model for the 
physiopathology of die metabolism and particularly for obesity and diabetes, as tools for developing drugs for the treatment of disease states 
linked to metabolic disorders such as obesity and diabetes, and as drugs. The cell lines ate formed of pre-adipocytes containing a nucleic 
acid fragment including at least one fragment immortalising a viral oncogene, and at least one promoter selected from the group containing a 
promoter of said viral oncogene and a human vimentine gene regulatory region fragment. They express at least one of the following proteins: 
the P I and 02-adrenergic receptors, the uncoupling protein (UCP). the glucose transporters, GlutI and Glut 4 and lipoprotein lipase (LPL). 
They are capable of being converted into mature adipocytes which produce fat and further express the a2x and 03-adrenergic receptors as 
well as the expression product of the Ob gene, and have an inverted Glut4/Glutl ratio in relation to said immortalised pre-adipocytes. 

(57) Abreg* 



Lignees immortal isees de cellules issues du tissu adipeux humain, leur proc6de* de preparation et leurs applications en tant que modele 
d'etude de la physiopathologie du metabolisme et notamment de Tobesitd et du diabete, comme outils pour le developpement de medicaments 
pour le traitement des tftats pathologkjues lids aux troubles du m6tabolisme tels que Tobesit£ et le diabete et comme medicaments. Lesdites 
lignees sont constitutes par des preadipocytes contenant un fragment d'actde nucteique comprenant au moins un fragment immortal isant 
d'un oncogene viral et au moins un promoteur selection^ dans le groupe qui comprend 1c promoteur dudit oncogene viral et un fragment des 
regions nSgulatrices du gene humain de la vimentine; expriment au moins Tune des prot&nes suivantes: recepteurs 01 et /?2-adr6nergiques, 
proline decouplante (UCP). transporteurs de glucose, Glutl et Glut4, lipoprotfine lipase (LPL) et sont aptes a etre converties en adipocytes 
matures, qui produiscnt de la graisse et expriment en outre les recepteurs <*2a et 03 adrenergiques ainsi que le produit d'expression du 
gene Ob et presentent un rapport GIut4/Glutl invert, par rapport auxdits preadipocytes immortalises. 
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IiXGNEES IMMORTALISEES DE CELLULES ISSUES DU TISSU ADIPEUX 
HUMAIN, LEDR PROCEDE DE PREPARATION ET LEURS 
APPLICATIONS . 

La presente invention est relative a des 

5 lignees immortal is6es de cellules issues du tissu adipeux 
humain, a leur proc6de de preparation et a leurs applica- 
tions en tant que modele d' etude de la physiopathologie 
du metabolisme et notamment de 1'obesite et du diabete, 
comme outils pour le developpement de medicaments pour le 
10 traitement des etats pathologiques lies aux troubles du 
metabolisme tels que 1'obesite et le diabete et comme 
medicaments . 

L'obesite et le diabete constituent des pro- 
blames de sante majeurs dans le monde occidental et des 

15 facteurs de risque intportants de mortality pr^coce. Les 
facteurs consideres comme responsables du developpement 
de 1'obesite et du diabete ne sont pas encore tous bien 
connus. Toutefois, il est maintenant bien admis que les 
defauts de thermogenic (par exemple des defauts de dis- 

20 sipation d'energie sous forme de chaleur, avec comme con- 
sequence une accumulation de lipides) interviennent dans 
les mecanismes de 1'obesite ; il est egalement bien admis 
que le tissu adipeux et notamment le tissu adipeux brun 
est l'effecteur principal de la thermogenese facultative 

25 chimique . 

Le tissu adipeux (brun et blanc) est essen- 
tiellement constitue d' adipocytes (3/4 du nombre total de 
cellules du tissu adipeux) . Les autres cellules presentes 
dans le tissu adipeux appartiennent notamment aux cellu- 

30 les precurseurs , egalement denommees cellules inter- 
stitielles (cellules sans lipides) et comprennent en par- 
ticulier les adipoblastes (cellules mesenchymateuses sans 
lipides) et les preadipocytes (cellules esterase-positi- 
ves sans lipides). 

35 Le tissu adipeux blanc (ou WAT pour white adi- 

pose tissue) est consid6re comme un organe distinct du 
tissu adipeux brun (ou BAT pour brown adipose tissue) ; 
ces deux tissus adipeux se distinguent, notamment en ce 
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que leurs cellules prdcurseurs sont diff&rentes ; la pre- 
sence de prolines mitochondriales ddcouplantes (ou UCP 
pour uncoupling protein) est specif ique au BAT (tissu 
adipeux brun) . Pour ce qui concerne plus particulierement 
5 le tissu adipeux brun, la chronologie de la diff^rencia- 
tion cellulaire apparait Stre la suivante : cellules 
interstitielles, adipocytes bruns peu dif f erencies, adi- 
pocytes bruns matures. Les adipocytes bruns sont caracte- 
ris6s par la presence de gouttelettes de triglycerides et 
10 de nombreuses mitochondries ainsi que par la presence 
d'une prot^ine particuli^re, la prot^ine decouplante , 
precit6e . 

La stimulation de la proliferation et de la 
dif ferenciation du tissu adipeux brun depend notamment 
15 des recepteurs P-adr6nergiques . Le recepteur |J3-adrenergi- 
que humain a 6te caracteris£ dans les depots adipeux 
blancs de l'adulte et dans le tissu adipeux brun des nou- 
veaux-n6s et des malades atteints de ph^ochromocy tome . 

Le BAT est un tissu specialise dams la dissi- 
20 pat ion d'^nergie, sous forme de chaleur. On le trouve 
chez la plupart des mammif&res nouveau-n6s. 

II est le site majeur du stockage et de la 
mobilisation de l'6nergie ; son r61e en tant qu'organe 
endocrine, autocrine et intracrine a egalement 6t6 6ta- 
25 bli. 

Aussi bien des lign^es cellulaires realis£es 
chez la souris [lign^e murine 3T3, lign6e F44-2A (Green 
et al*, Cell, 1975, 5, 19-27 et Cell, 1976, 2, 105-113), 
que des cellules vasculaires stroznales du tissu adipeux 

30 ont 6galement fait l'objet d' etudes, dans la mesure ou 
les pr6adipocytes sont presents dans le compartiment 
vasculaire- stromal (G. Ailhaud et al*, Int. J. Obesity, 
1992, 16, (suppl. 2), S17-S21). 

Toutefois, ces differentes lign£es ou cellules 

35 ne sont pas adapt£es k l'6tude de la physiopathologie du 
m€tabolisme humain. En consequence, il existe un besoin 
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pour le contrdle des maladies du metabolisme et notamment 
de l'obesite et du diabete chez l'homme, tant du point de 
vue pharmacologique (modele d' etude pharmacologique des 
agents lipolytiques) que du point de vue thtrapeutique . 
5 Or, jusqu'a present, il a ete impossible 

d'obtenir des lignees de prtadipocytes humains, aptes k 
§tre maintenus en culture suffisamment longtemps, pour 
pouvoir d'une part, ef fectivement servir de module a 
1' etude &' agents lipolytiques et d' autre part §tre egale- 

10 ment aptes £ §tre utilises en tant qu' agent thtrapeutique 
(en thtrapie g6nique, par exemple) . En effet, les expe- 
riences realis£es sur des adipocytes humains en culture 
primaire sont dif f icilement reproductibles et difficile- 
ment realisables de mani&re systematique. 

15 La Demanderesse s'est, en consequence, donne 

pour but de pourvoir a des lignees de cellules, issues du 
tissu adipeux brun ou blanc, utiles & la fois en tant que 
module d'ttude des agents lipolytiques et comme agent 
therapeutique (surexpression de la proteine d6couplante, 

20 par exemple) et qui ne prtsentent pas les inconv&iients 
des adipocytes en culture primaire. 

La pr&sente invention a pour ob jet des lignees 
cellulaires, issues du tissu adipeux, caract£ris£es : 

- en ce qu'elles sont constitutes par des pre- 
25 adipocytes contenant un fragment d'acide nucleique com- 

prenant au mo ins un fragment immortalisant d'un oncogene 
viral et au mo ins un promoteur s£lectionne dans le groupe 
qui comprend le promoteur dudit oncogene viral et un 
fragment des regions rtgulatrices du gkne humain de la 
30 vimentine, 

- en ce qu'elles expriment au mo ins l'une des 
prot6ines suivantes : rtcepteurs pi et p2 adr6nergiques , 
proteine dtcoupiante (UCP) , transporteurs du glucose, 
Glutl et Glut4, lipoprot6ine lipase (LPL) et 

35 - en ce qu'elles sont aptes k fitre converties 

en adipocytes matures, qui produisent des lipides 



WO 96/34100 



PCT/FR5W00634 



4 

(graisse) , expriment en outre les r6cepteurs a2 A et P3 
adrenergiques ainsi que le produit d' expression du gene 
Ob et presentent un rapport Glut4/Glutl inverse, par 
rapport aux dits pr^adipocytes immortalises. 

5 Les marqueurs specifiques des adipocytes matu- 

res (tissu adipeux brun et tissu adipeux blanc) sont 
notamment : Glut4, adipsine, LPL, enzyme de la lipolyse 
(hormone sensitive lipase : HSL) , recepteurs pi-, P2- et 
P3 -adrenergiques et produit de 1' expression du gfene Ob. 

10 Selon Tin mode de realisation avantageux, 

lesdites lign^es sont issues du tissu adipeux brun. 

Conformement a ce mode de realisation avanta- 
geux desdites lign6es, le fragment immortalisant est 
constitu6 par un fragment de l' oncogene T SV40, codant 

15 pour l'antigene T du virus SV40. 

Egalement conformement a ce mode de realisa- 
tion desdites lignees, le promoteur est selectionne parmi 
le promoteur de 1' oncogene T SV40 et le promoteur de la 
vimentine et plus particulierement le fragment d'acide 

20 nucleique du promoteur de la vimentine compris entre les 
bases -878 et +93 de la sequence r6gulatrice de la vimen- 
tine. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, le fragment d'acide nucleique du promo- 
25 teur de la vimentine comprend les bases -830 a -539 et/ou 
le fragment -540 a -140, situes en amont du site CAP. 

De telles lignees, denoramees PAZ 6, ont ete 
depos^es aupres de la Collection Nationale de Culture de 
Microorganismes (CNCM) tenue par l'INSTITUT PASTEUR, en 
30 date du 7 f6vrier 1995 sous le n° 1-1531. 

De telles lignees de pr6adipocytes humains 
immortalises pr6sentent au moins les propri6tes suivan- 
tes : 

- elles expriment au moins les prot6ines sui- 
35 vantes : rdcepteurs pi et P2 adrenergiques, proline 
d6couplante, Glutl et Glut4, lipoprot^ine lipase ; 
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- elles sont aptes & etre converties en adipo- 
cytes matures : 

. qui produisent de la graisse multilobaire, 
. qui contiennent de nombreuses mitochondries, 
5 . qui expriment les recepteurs a2 A et P3 

adrenergiques ainsi que le produit d' expression du g&ne 
Ob, et 

qui pr^sentent un rapport Glut4/Glutl 
inverse, par rapport auxdits preadipocytes immortalises. 

10 Un fragment d'acide nucieique hybride 

(oncogene T de SV 40 associe au promoteur de la vimen- 
tine) a 6t6 d^crit (Demande de Brevet europeen 
90402009.6). L' introduction de ce fragment lineaire 
recombinant dans le noyau de cellules en cultures primai- 

15 res telles que cellules musculaires, cellules epitheiia- 
les et cellules endotheliales est suivi d'une integration 
et de 1' expression de l'antig^ne grand T, induisant une 
proliferation cellulaire, conduisant a des lign^es 
cellulaires permanent es. 

20 Toutefois, les travaux de l'Art ant6rieur ne 

sugg^rent pas la possibility que des cellules de preadi- 
pocytes, issues du tissu adipeux (brun ou blanc) humain 
puissent ef f ectivement §tre immortalisees, en gardant 
toutes leurs caract^ristiques (marqueurs et possibility 

25 de dif ferenciation) . En effet, aucune lign6e humaine de 
ce type n'a jamais pu fitre obtenue, qu'elle soit 
d'origine pathologique (par exemple cancdreuse) ou exp6- 
rimentale. Bien au contraire, de nombreuses tentatives 
(H. HAUNER et al., J. Clin. Invest., 1989, 84, 1663-1670) 

30 d' immortalisation ont toutes echou6es, ce qui distin- 
guait, jusqu'& present, les adipocytes humains de nom- 
breux autres types cellulaires. 

Or, de manifere inattendue, les lign^es de pre- 
adipocytes immortalises, conformes & 1' invention, pr6sen- 

35 tent eff ectivement les fonctionnalit6s des preadipocytes 
humains : expression des marqueurs des preadipocytes et 
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maturation en adipocytes dans des conditions appropriees, 
notamment en presence d' insuline, de glucocorticoides et 
eventuellement d'IGF-I. 

En particulier, les preadipocytes immortalises 
5 conformes a 1' invention, permettent : 

- 1' etude des differentes etapes de maturation 
de la dif f erenciation en adipocytes : apparition des mar- 
queurs specifigues des adipocytes tels que recepteurs oc2 A 
et p3 adr^nergiques et presence de gouttelettes lipidi- 

10 ques, 

- 1' analyse de 1' influence de differentes con- 
ditions de culture sur la dif f&renciation des adipocy- 
tes : insuline, glucocorticoides, triiodothyronine, even- 
tuellement associ^e & la pioglitazone et ses derives, 

15 agonistes P-adrenergiques , NPY, meiatonine , • • # 

- 1' analyse du rdle du produit d' expression du 
g&ne Ob dans les adipocytes differencies et matures selon 
1' invention dans la thermog6n£se, 

- une etude plus proche de la realit6 que ne 
20 sont les cellules CHO-RAp3, pour 1' etude des recepteurs 

intervenant dans les processus de lipolyse, tels que les 
recepteurs P2 et P3 adr6nergiques . 

La present e invention a egalement pour objet 
un procdde d'obtention de preadipocytes immortalises, 
25 issus de tissus adipeux (bruns ou blancs) humains, carac- 
t6rise en ce qu'il conrprend la transformation de preadi- 
pocytes issus du tissu adipeux (brun ou blanc) humain par 
une sequence d'acide nucieique telle que ddfinie ci- 
dessus . 

30 La pr6sente invention a Egalement pour objet 

un proc6d6 de conversion des preadipocytes conformes & 
1' invention en adipocytes matures, lequel procede est 
caract£ris€ en ce qu'il comprend la mise en culture des 
preadipocytes immortalises conformes k 1' invention, dans 

35 un milieu contenant au moins de 1' insuline. 
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Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
dudit procede, ledit milieu comprend en outre au moins 
l'un des composes suivants : glucocorticolde, 
triiodothyronine (T3), eventuellement associee a de la 
5 pioglitazone ou a ses derives, agonistes des recepteurs 
p-adrenergiqpaes , NPY, melatonine. 

De mani^re avantageuse, les preadipocytes 
immortalises conformes & 1' invention constituent egale- 
ment un outil pour la selection de substances intervenant 
10 dans 1' activation de la lipolyse et/ou de la thermo- 
gen&se ; conformement A 1' invention, le procede de selec- 
tion et d' identification de substances capables de regu- 
ler la lipolyse et/ou la thermogen&se comprend : 

- la mise en contact des preadipocytes immor- 
15 talis^s conformes & 1' invention avec au moins une sub- 
stance apte a les transformer en adipocytes, 

- la mise en contact des adipocytes matures 
obtenus avec une substance agissant sur au moins un 
r^cepteur tel que les recepteurs a2 A ou P3 adr6nergiques , 

20 les recepteurs de 1'insuline et de l'IGF, les r6cepteurs 
de l'ACTH et les recepteurs du metabolisme du glucose 
(Glutl, Glut4) desdits adipocytes matures, en vue de la 
modulation de la lipolyse et/ou de la thermogenics e et 

- la detection de la formation d'un complexe 
25 du type ligand-recepteur . 

Un tel procede perraet done la selection de 
ligands specifiques des diff6rents recepteurs cites : a2 A 

ou P3 adrenergiques , recepteurs de 1'insuline et de 

l'IGF, recepteurs de 1'ACTH et recepteurs du metabolisme 
30 du glucose (Glutl , Glut4) des adipocytes matures, 

lesquels ligands agissent en outre sur la modulation de 

la lipolyse et/ou de la thermogenese . 

La presente invention a egalement pour objet 

un module d' etude des proteines exprimees par les adipo- 
35 cytes , notamment les recepteurs a2 A ou P3 adr6nergiques , 
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les recepteurs de 1'insuline, de 1'IGF, de 1'ACTH et les 
recepteurs du metabolisme du glucose {Glutl, Glut4) 
humains, caracteris6 en ce qu'il est constitu£ par des 
adipocytes matures obtenus a partir des preadipocytes 
5 immortalises conformes a 1' invention . 

Un tel modele permet 1' etude, d'un point de 
vue pharmacologique , des recepteurs impliqu6s dans les 
processus de lipolyse et de thermogen&se, qui lorsqu'ils 
pr£sentent des anomalies, induisent des etats pathologi- 

10 ques tels que le diabete et/ou l'obesite. Un tel modele, 
particuli£rement proche de l'etat physiologique humain 
permet 1' identification de ligands, plus affins pour ces 
recepteurs et ainsi la mise au point de medicaments 
actifs dans les maladies precitees. 

15 La presente invention a egalement pour objet 

un module d' etude de la regulation des g&nes presents 
dans les adipocytes humains, caracterise en ce qu'il est 
constitue par des preadipocytes immortalises conformes k 
1' invention ou des adipocytes matures obtenus a partir 

20 desdits preadipocytes immortalises. 

La presente invention a, en outre, pour objet 
un proc6de pour l'6tude de l'af finite d'un recepteur 
exprime par des adipocytes, pour un ou plusieurs ligands 
determines, lequel procede comprend : 

25 - la mise en contact des preadipocytes immor- 

talises conformes a 1' invention, avec au moins une sub- 
stance apte a les transformer en adipocytes, 

- la mise en contact des adipocytes matures 
obtenus avec les ligands determines, et 

30 - la detection d'une reaction affine entre 

lesdits adipocytes et lesdits ligands determines. 

La presente invention a, egalement, pour objet 
des compositions lipplytiques , caract6ris6es en ce 
qu'elles comprennent des adipocytes matures obtenus £ 

35 partir des pr6adipocytes immortalises conformes k 
1' invention. 
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La presente invention a, en outre, pour objet 
des compositions pharmaceutiques destinees a combattre 
l'obesit6, caracterisees en ce qu'elles comprennent des 
adipocytes bruns matures, obtenus a partir des preadipo- 
5 cytes immortalises conformes a 1' invention, eventuelle- 
ment associees k au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

La presente invention a egaleraent pour objet 
des anticorps ant i -adipocytes, caracterises en ce qu'ils 

10 sont obtenus par immunisation d'un animal approprie avec 
des adipocytes matures obtenus conform&nent au procede de 
conversion des preadipocytes immortalises en adipocytes 
matures selon 1' invention. 

De tels anticorps sont particulierement adap- 

15 tes a leur utilisation pour 1 ' immunoth^rapie de 
l'obesite, notamment en supprimant les adipocytes en 
exc&s ♦ 

La pr6sente invention a egalement pour objet 
des sequences d'acide nucleique, issues des lign6es con- 

20 formes & 1 # invention, caract6ris6es en ce qu'elles sont 
aptes exprimer au moins l'une des prolines suivantes : 
recepteurs pi et [J2 adrenergiques , prot^ine d6couplante, 
Glutl et Glut4, lipoprot6ine lipase (LPL) . 

La pr6sente invention a, en outre, pour objet 

25 un kit ou trousse de detection de 1' affinity eventuelle 
d'un ligand pour une prot6ine exprim^e par un adipocyte, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- une culture de preadipocytes conformes k 

1' invention, 

30 - des moyens de conversion desdits preadipocy- 

tes en adipocytes matures, et 

- un ou plusieurs ligands temoins. 

Outre les dispositions qui pr6c6dent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
35 ressortiront de la description qui va suivre, qui se 
r6f6re h des exemples de mise en oeuvre du proc6d6 objet 
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de la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes, 
dans lesquels : 

- la figure 1 illustre les produits exprimes 
par les pr^adipocytes immortalises conformes a 

5 1' invention, 

- la figure 2 montre la dif f^renciation des 
pr^adipocytes en culture, 

- la figure 3 montre les produits exprimes par 
les adipocytes obtenus k partir des pr^adipocytes con- 

10 formes k 1' invention, 

- la figure 4 illustre l'effet d'un certain 

nombre d'agonistes P sur la lipolyse. 

II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces 
exeit£>les sont donnas uniquement ci titre d' illustration de 
15 l'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
mani&re tine limitation. 

EXKMPIiB 1 : Lignee de preadipocytes brans humains 
conforme a 1 ' invention . 

l) isoiement fle pr^adipogytes d'origine 

20 humaine : 

Du tissu adipeux brim est pr6lev6 sur un 
enfant £g6 de 18 mois, atteint d'un n6phroblastome. 

Les cellules vasculaires stromales sont obte- 
nues 4 partir de ce tissu par une digestion a la collage- 
25 nase, conformement k la m^thode ddcrite par HAUNER et al. 
(J. Clin. Invest., 1989, M, 1663-1670). 

Le traitement du tissu adipeux brun est rea- 
list corame suit : 

2 mg/ml de collag^nase A (Boehringer) dans un 
30 tampon KRBH (Krebs Ringer Bicarbonate) comprenant en 
outre 20 mg de s6rum albumine bovine (BSA) /ml sont mis en 
contact avec ledit tissu la digestion est r6alis6e pen- 
dant 40 min k 37°C sous agitation (bain-marie 100 t/min) . 

Une premiere filtration sur nylon (diam&tre 
35 des pores : 190 Jim) est r€alis£e, puis les fragments res- 
tants sont k nouveau dig6r6s pendant 30 min avec la m@me 



WO 96/34100 



PCT/FR96/00634 



11 

solution ^ base de collagenase et filtres egalement sur 
une membrane de nylon dont le diametre de pores est de 
190 Jim. 

Les suspensions cellulaires obtenues sont cen- 
5 trifug^es a 200 g pendant 10 min. 

Le culot cellulaire est lave avec un tampon 
Krebs Ringer contenant de la s6rumalbumine bovine (BSA) , 
puis avec le milieu de culture ; le culot contient les 
preadipocytes . 

10 Les cellules sont trait^es avec une solution 

de Gey's, afin d'eliminer les hematies. 

Les cellules obtenues (preadipocytes) sont 
ensemencees dans des boites de Petri de 35 mm de diametre 
contenant 2 ml d'un milieu de culture comprenant : 

15 DMEM/HAM F12 {1:1 vol/vol) contenant : penicilline 
100 U/ml f streptomycine 0,1 mg/ml, serum de veau a 7,5 %, 
s£rum de veau de nouveau-n6 k 2,5 % (Boehringer) . 

La densite d ' ensemencement est de 20 000 
cellules/cm a . 

20 Les cultures sont maintenues & 37°C pendant 

16 heures, dans une atmosphere contenant 10 % de C0 2 et 
90 % d'air. 

Apr&s adhesion, les cellules sont lavees dans 
un tampon PBS et le milieu de culture est renouvel6 et 
25 est constitue de 2 ml d'un milieu ITT (DMEM/Ham's F12 
(1:1, v/v) et glutamax I, contenant 33 |1M de biotine, 

17 JtM de pantothenate, 15 mM d'h6p£s, 0,2 nM de 
triiodothyronine (T3) , de la penicilline k 100 U/ml, de 
la streptomycine a 0,1 mg/ml) , du s£rum de veau k 7,5 % 

30 et du serum de veau nouveau n6 k 2,5 %. 

Le milieu est chang£ tous les 2 jours. 
2) immortalisation : 

Les cellules ainsi obtenues sont transfect6es 
par microinjection avec une construction comprenant la 
35 sequence codant pour 1'antig^ne grand T de SV40 sous le 
contr61e du promoteur de la vimentine (Hu Vim 830-T/t) . 
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Le plasmide contenant cette sequence est 
decrit dans la Demande de Brevet europeen n° 90402009.6 ; 
il exprime l'antigene T et l'antigene t du virus SV40 et 
est obtenu corame suit : 
5 Le fragment -830-+93 du promoteur de la vimen- 

tine est clone dans un plasmide pUC18 ; les clones sont 
obtenus par digestion de la sequence 5' du gene de la 
vimentine au niveau du site de 1' enzyme de restriction 
PvuII. 

10 Le plasmide pUC18 contenant le fragment d'ADN 

du promoteur de la vimentine est linearise par 1' enzyme 
de restriction Xbal ; on obtient une extremite 3' cohe- 
sive, qui est ajustee de maniere a obtenir une extremite 
franche, puis on lie le fragment d'ADN du promoteur de la 

15 vimentine ainsi obtenu avec le fragment d'ADN de 
l'antigene T, par ligation de 1' extremite 3' Xbal du pro- 
moteur avec 1' extremite Sfil du fragment SV40. 

Les extr6mit6s BamHI 5' et 3' sont li6es en 
presence de T4 ligase. 

20 Les sequences codant pour l'antigene T sont 

ainsi sous le contrdle de la region r^gulatrice de la 
vimentine de 830 paires de bases, 

Les cellules ainsi transfectees sont cultivees 
sur le m§me milieu, sans T3 ; lorsqu'elles atteignent la 

25 confluence, elles sont trypsinis^es une fois par semaine, 
de maniere & permettre un passage hebdomadaire . 

On obtient ainsi la lign6e cellulaire de pr6- 
adipocytes immortalises, d6nomm6e PAZ-6. 

3) rarar^ristioues de la licmee cellulaire de 

30 preadioocy rgfi immortalises PAZ-6 : 

Les prdadipocytes bruns immortalises, denommes 
PAZ-6 , peuvent Stre mis en culture (passage hebdomadaire) 
pendant plusieurs mois sans perdre leurs caracteristiques 
morphologiques ou leurs marqueurs moieculaires qui 

35 peuvent Stre identifies par PCR. 
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- dif f erenciation en adipocytes matures : 
A n'importe quel moment, les preadipocytes 
bruns immortalises obtenus peuvent fitre convertis en adi- 
pocytes par traitement avec de l'insuline et de la 
5 dexamethasone ; cette conversion est caract^risee par 
1 ' accumulation de graisses multilobaires et par 
1' expression des marqueurs specif iques des adipocytes que 
sont les recepteurs a2 A et P3 adrenergiques , ainsi que 
1' expression de la lipoproteine lipase. 
10 Les conditions de la conversion sont les sui- 

vantes : 

les cellules sont ensemencees a une densite de 
10 000 cellules /cm 3 et cultivees pendant 3 jours dans un 
milieu contenant du 6 % de serum de veau foetal, de 

15 manidre k obtenir la confluence ; on additionne ensuite 
aux dites cellules un milieu ITT (milieu DMEM/HAM F12 
suppldmente avec de la biotine, du pantothenate, de 
l'H6pfes, de la T3, de la p6nicilline et de la 
streptomycine, tel que d6fini ci-dessus) , lequel milieu 

20 contient, en outre, 0,1 JIM de dexamethasone, 850 nM 
d'insuline, 1 |1M de pioglitazone, 0,25 mM d'IBMX (3- 
isobutyl-l-methyl -xanthine) pendant 4 jours. Le milieu de 
culture est change tous les 2 jours ; la dif f erenciation 
est obtenue en environ deux semaines comme suit : apres 

25 15 k 21 jours dans ces conditions de culture, les 
cellules sont lav6es avec un tampon PBS et remises en 
culture dans un milieu ne contenant ni insuline, ni 
dexamethasone, ni serum, mais supplement^ avec de la 
trans f err ine a 10 Jig/ml et de la T3 il nM pendant 24 

30 heures avant d'utiliser ces cellules dif f 6renci6es . 

La vitesse de conversion est acc£leree en 
presence de pioglitazone : en effet, les preadipocytes 
PAZ-6, en presence d'insuline et de dexamethasone sont 
differenciees en adipocytes matures capables d'accumuler 

35 des globules de graisse et d'effectuer une lipolyse ; 



WO 96/34100 



PCT/FR96/00634 



14 

toutefois, cette dif f erenciation est signif icativemeht 
augmentee en presence de pioglitazone, 

a. Maraueuxs des preadlpocvtes *"7"r»« ^jamorta- 
lis6s et des adipocytes natures obtanus a partir de ces 
S preadlpocvtes : 

recepteurs pi et p2 adr6nergiques , proteine decouplante 
(UCP) , GLDTl et GLUT4 (voir figure 1) ; marqueurs 
sp£cifiques des adipocytes matures obtenus : recepteurs 
a2 A et p3 adrenergiques et lipoproteine lipase (figure 
10 3) ; en outre, la presence de nombreuses mitochondries 
confirme que ces cellules sont des adipocytes bruns 
matures . 

- Materiel et m6thode mis en oeuvre : 
Apres dif f Erenciation, les adipocytes matures 
15 sont cultiv6s 24 a 48 heures dans le milieu ITT suppl6- 
ment6 avec 10 Jig/ml de trans f errine. 

Les conditions operatoires sont les suivan- 

tes : 

L'ARN total des cellules PAZ-6 a analyser 

20 (pr^adipocytes immortalises ou adipocytes matures) est 
extrait (CATHALA, 1983, DNA, 2, 329-335) et traite pen- 
dant 20 min k 37°C avec 0,3 U de DNase I sans RNase (RQ1 
DNase, Promega) par fig d'acide nucleique, dans un milieu 
comprenant 40 mM de tampon Tris-HCl ci pH 7,9, 10 mM de 

25 NaCl et 6 mM de MgCl a en presence de 2 X3/\ll d'inhibiteur 
de RNase placentaire (RNasin, Promega). L'ARN est ensuite 
extrait par un melange ph6nol/chloro forme et precipit6. 

La synthese de 1'ADNc est effectuee avec 100 U 
de transcriptase inverse de MLV (Gibco BRL) avec 200 ng 

30 d'ARN DNas6 dans 10 \ll de tampon de tr ems crip tase inverse 
(50 mM Tris-HCl pH 8,3, 75 mM KC1, 3 mM MgCl 2 et 10 mM 
DTT) contenant 0,4 mM de chaque dNTP, 10 \m 
d'hexanucl£o tides al6atoires (Pharmacia, France) et 
2 U/Jil d'inhibiteur de RNase placentaire. Pour les genes 

35 sans introns, un contrSle sans transcriptase inverse a 
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ete effectue pour verifier que 1' amplification ne r6sulte 
pas d'ADN genomique residuel. 

Les 6chantillons sont ensuite suppl&nentes 

avec 4 \il de tampon lOxPCR (tampon lxPCR : 50 mM KCl, 
5 10 mM' Tris-HCl pH 9,0 a 25°C, 0,1 % Triton X-100 et 
1,5 mM MgCl 2 ) , 0,5 \il de chaque dNTP 25 mM, 10 \ll de DMSO 
a 50 % (pour les recepteurs pi, P2, P3, Ct2 et l'adipsine), 
0,5 \il d' oligonucleotides sens et antisens a 25 mM cha- 
cun, 1 U de Taq-ADN polymerase (Promega) et de l'eau 

10 jusqu'a 40 pi. 

Les ADNc sont denatures pendant 2 minutes a 
94°C et amplifies avec 29 cycles de temperatures (94°C, 
15 s ; 60°C, 30 s ; 72 °C, 30 s) suivis par 3 minutes 
d' extension finale & 72 °C dans un thermocycleur 

15 (GeneAmpPCR System 9600, Perkin-Elmer Cetus) . 

Les sequences des oligonucleotides sens et 
antisens et la taille des produits d' amplification sont 
les suivantes : 

- RA-pl : 

20 .sequences oligonucl^otidiques : 

5 ' -TCGTGTGCACCGTGTGGGCC- 3 ' ( SEQ ID NO: 1 e t 
5 ' »AGGAAACGGCGCTCGCAGCTGTCG-3 ' (SEQ ID NO: 2) ; 

taille du produit amplifi6 : 265 pb ; 

- RA-02 : 

25 sequences oligonucl^otidiques : 

5 ' -GCCTGCTGACCAAGAATAAGGCC-3/ (SEQ ID NO: 3) et 
5 ' -CCCATCCTGCTCCACCT-3 ' ( SEQ ID NO:4) ; 

taille du produit amplifi6 : 329 pb ; 

- RA-p3 : 

30 sequences oligonucl6otidiques : 

5 ' ATGGCTCCGTGGCCTCAC-3 ' (SEQ ID NO: 5) et 
5 ' -CCCAACGGCCAGTGGCCAGTCAGCG-3 ' (SEQK)NO:6) ; 

taille du produit amplifi^ : 316 pb (KRIEF, J. 
Clin. Invest,, 1993, 21, 344-349). 
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- UCP : 

sequences oligonucl6otidiques : 

5 ' -TAGGTATAAAGGTGTCCTGG-3 ' (SEQ ID NO: 7) et 
5 ' -CACTTTTGTACTCTCCTGGTGG-3 ' (SEQIDNO:8) ; 
5 taille du produit amplifie : 590 pb (CAS SARD 

et al. f J- Cell Biochem. , 1990, 42, 255-264). 

Selon le type d' amplification on obtient deux 

produits : 

U = 29 cycles PCR 
10 U' = 39 cycles PCR. 

- (J-actine : 

sequences oligonucleotidiques : 

5 ' -GAGACCTTCAACACCCC-3 ' (SEQ ID NO: 9) et 

5 ' -GTGGTGGTGAAGCTGTAG- 3 ' ( SEQ ID NO: 10) ; 

15 taille du produit antplifie : 236 pb (FEVE et 

al., J. Biol. Chem., 1992, 2£1, 15909-15915) ; 

- 02-A : 

sequences oligonucleotidiques : 

5 ' -CGAGCGAGCCAGGTGAAGCC-3 ' (SEQ ID NO: 11) et 
20 5 ' -GCCAGCGGAAACCTCACACG-3 ' ( SEQ ID NO: 12) ; 

taille du produit araplifi6 : 403 pb (KOBILKA 
et al., Science, 1987, 238, 650-656) ,- 

- GLUT1 : 

sequences oligonucleotidiques : 
25 5 ' -TGCTGGCTGTGGGAGGA-3 ' (SEQ ID NO: 13) et 

5 ' -GAGGATGCCGACGACGAT- 3 ' ( SEQ ID NO: 14) ; 

taille du produit amplifie : 470 pb (MUECKLER 
et al., Science, 1985, 221, 941-945) ; 

- GLUT4 : 

30 sequences oligonucleotidiques : 

5 ' -TCCTGCTGCCCTTCTGTC-3 ' (SEQ ID NO: 15) et 
5 ' -GGCCTACCCCTGCTGTCT- 3 ' (SEQ ID NO: 16) ; 

taille du produit amplifie : 309 pb (FDKUMOTO 

6 al., J. Biol. Chem., 1989, 264, 7776-7779) ; 
35 - adipsine : 
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sequences oligonucleotidiques : 

5 ' -CGGCTGGGGCATAGTCA-3 * (SEQ ID NO: 17) et 
5 ' -GCACGCCCCCGCACACC-3 ' ( SEQ ID NO: 18) ; 

taille du produit amplifi6 : 200 pb (WHITE et 
5 al., J. Biol. Chenu, 1992, 2£L 9210-921) ; 

- lipase (hormono- sensible) (HSL) : 
sequences oligonucleotidiques : 

5 ' -GGGGCTGAGTTTGAGCG-3 ' (SEQ ID NO: 19) et 
5 ' -GCTCCTCACTGTCCTGTCC-3 ' (SEQ ID NO: 20) ; 
10 taille du produit anqplifi6 : 286 pb (LANG IN et 

al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1993, 4897-4901) ; 

- lipase (lipoprot6ine) : 
sequences oligonucleotidiques : 

5 ' -CCTGCTCGTGCTGACTCTG-3 ' (SEQ ID NO: 21) et 
15 5 ' -GGGCTCCAAGGCTGTATC-3 ' ( SEQ ID NO: 22) ; 

taille du produit amplifi<§ : 473 pb (WION KL. 
et al.. Science, 1987, 23£, 1638-1641). 

Les sequences nucl^otidiques subsequentes ont 
toutes 6t6 d6termin6es en employant le programme 
20 d' analyse 6lementaire Oligo 4.0 (National Biosciences, 
Plymouth, MN 5547, USA). 

En RT-PCR, les mimes ARN messagers sont iden- 
tifies dans le clone et dans la lign6e. 

- R6sultats : 

25 La figure 1 illustre les produits exprim6s par 

les pr6adipocytes immortalises conformes k 1' invention 
(lign6e PAZ-6) : ces pr^adipocytes expriment les r6cep- 
teurs adr&iergiques 01 (265 pb) , p2 (329 pb) et a2 A 
(403 pb), UCP (prot6ine decouplante) (U et U' : 590 pb) , 

30 HSL (Hormone Sensitive Lipase) (H) (286 pb) , adipsine 
(Ad) (200 pb), GLUT1 (Gl) (470 pb) , GLUT4 (G4) (309 pb) 
et p-actine (Ac) (336 pb) . Chaque trace correspond k 
200 ng d'ARN total initial, k partir duquel l'ADNc a 6t6 
an£>lif i£ comme suit : RT-PCR de 29 cycles (sauf U' , PCR 
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de 39 cycles) effectuee avec ( + ) ou sans (-) reverse 
transcriptase . 

M correspond a l'echelle de marqueur 123 pb. 
La figure 2 montre la dif f^renciation des pre- 
5 adipocytes en culture apres confluence dans un milieu ITT 
supplements en T3, insuline et dexamethasone, pendant 3 
semaines . 

La figure 3 montre les marqueurs exprim^s par 
les adipocytes et notamment les rdcepteurs p3 (p3, 316 pb) 
10 et a2 x adr6nergiques et la LPL ; en outre les niveaux 
d' expression d'adipsine, de HSL, LPL et GLUT4 sont plus 
importants que ceux des preadipocytes . 

En outre, ces cellules dif ferenci6es expriment 
encore l'UCP (figure 3). L'ARNm de l'UCP est egalement 
15 present par hybridation Northern. 

2 semaines apr&s la conversion en adipocytes, 
les cellules sont mises en culture dans un milieu 
d6pourvu d' insuline et de dexamethasone, ce qui dans les 
autres types cellulaires precedemment utilises entrainait 
20 une diminution de 1' expression du recepteur adr^nergique 
p3, alors que ce n'est pas le cas pour ce qui concerne 
les cellules PAZ-6 selon 1' invention. 

La RT-PCR est r£alis£e dans les m&nes condi- 
tions que celles de la figure 1 {Ub=U' ) . 5 \il sur 50 jil 
25 total ont 6t6 d6pos6 sur gel, L' image du gel est en n6ga- 
tif . Les m&nes fragments sont amplifies. 

Coirane illustrS ci-dessus, le RA-P3 est exprime 
lorsque les preadipocytes bruns humains sont convert is en 
adipocytes apres traitement avec 1' insuline, la 
30 dexamethasone et la pioglitazone. 

Cette expression est 6galement observ6e au 
niveau KBNm k 1'aide d' une amplification PCR mod6r6e (29 
cycles) et au niveau du recepteur & 1'aide des essais de 
liaison en presence d'antagonistes pi et P2 (voir b*)- 
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b. m 7 "*» m n evidence des recepteurs adrenerai- 
auefl B (RA-B) . 

* A&t.rrmi nation des sites de liai son an 1 i panri 
antagoni sts p. 1 ' i ndoryanopindol ol (T-CYPl . dang la 

5 lignee .cfillulaire PAZ-6- 
- Methode : 

Les cellules sont lavees avec un tampon PBS, 
incubees pendant 5 minutes & 37°C avec une solution de 
trypsine/EDTA k 2 % et remises en suspension dans un 
10 milieu DMEM supplements avec du serum de cheval k 10 % 
(v/v) . 

Apres centrifugation a 450 x g pendant 5 
minutes a 4°C/ le culot cellulaire est lave 2 fois avec 
un tampon PBS, puis les cellules sont remises en 
15 suspension dans du tampon PBS . 

Pour les essais de liaison, 100 |il de 
suspension cellulaire sont incubes (1) en presence de 
500 pM d'l-CYP, et en presence ou en l'absence de 
bupranolol 50 JIM (pour def inir les liaisons non- 
20 sp6cifiques) ou (2) en presence de ICI 118551 et/ou de 
CGP 20712A (chacun k 0,1 mM) . 

L'essai de liaison proprement dit est effectu6 
pendant 90 min a 25°C, dans un volume final de 250 ml de 
PBS suppl6mente avec 50 mg/ml de s6rum albumine bovine et 
25 de d£sipramine 1 mM. 

La reaction est stopple a l'aide d'une 
filtration rapide ei travers un filtre en fibre de verre 
Whatman GF/C, pr6alablement immerge dans une solution de 
PBS contenant de la poly6thyl£neimine & 0,3 %, pendant 30 
30 min (pour r6duire les liaisons non-specif iques) . 

Les concentrations en prot6ine sont 
d6termin6es selon la m6thode de M. Bradford (Anal. 
Biochem., 1976, 72, 248-256). 

La s6fum albumine bovine est utilis^e comme 
35 standard et les suspensions cellulaires sont 
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homog6neis6es avec un homogeneiseur polytron pendant 5 
secondes au maximum, avant la reaction. 
- Resultats : 

Dans la lignee non differenciee PAZ-6, environ 
5 30 fmol de sites de liaison au I-CYP, dans les membranes 
isolees sont completement bloques par 50 |IM de bupranolol 
(la quantite de sites au I-CYP est done d' environ 70 
fmol), en presence de 500 pM de I-CYP et de 0,05 mM de 
bupranolol (qui bloque tous les sites de liaison P~ 
10 specif iques ; pi-, p2 et p3 RA) , comme illustre au Tableau 
I ci-apres. 

En presence de 100 nM d'ICI 118551 
( antagonist e sp6cifique des Rap2) , les sites de liaison 
au I-CYP sont diminu^s de 46 %. 

15 La presence de sites RA*pi est verifiee en 

utilisant du CGP 20712A, antagoniste specifique des RA- 
Pl, a une concentration de 10 nM. Dans ces conditions, 
58 % des sites de liaison au I-CYP sont inhibes. Les deux 
antagonistes, utilises simultanement, entrainent une 

20 diminution (inhibition) du nombre de sites de liaison de 
86 %. 

Ceci indique que les sites de liaison au ICYP 
dans les cellules PAZ-6 non dif f 6renci£es sont pour la 
plupart des sites Pi- et P2-adr6nergiques, en quantites 

25 6quimolaires . 

Aprds dif f6renciation de la lign6e PAZ-6, on 
determine la presence d' environ 20 fmol de sites de liai- 
son au I-CYP, dans les mSmes conditions que celles expo- 
ses ci-dessus. En presence de 1' antagoniste specifique 

30 des RA-P2, ICI 118551, le nombre de sites de liaison est 
r6duit de 34 %. En presence de 1 ' antagoniste specifique 
des RA-Pl, CGP 20712A, une diminution de 35 % est obser- 
ve. Les deux antagonistes, utilises simultanement, 
diminuent le nombre de sites de liaison de 64 %. 
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Ce resultat indique la presence de sites pl- 
et P2-adrenergiques en quantites equimolaires ainsi que 
la presence de sites P3, qui constituent au moins 36 % du 
nombre total de sites de liaison au I-CYP. 
5 TABLEAU I 



Accumulation d'AMPc 


type 
cellulaire 


Dif feren- 
ciation 


pmol d'AMPc/mg prot 


facteur de multi- 
plication/taux basal 


basal 


ISO 


CGP12177A 


ISO 


CGP12177A 


PAZ-6 


non 


201130 


4344±1060 


254±167 


21±2 


1, 3±1 


PAZ -6 


oui 


130±26 


2083±1420 


323±129 


15±7 


2,4±0,5 



10 ISO - isoprenaline. 

* amimulafcion d'AMPr dang la liffn ee c^lln- 

Dans la mesure ou il n'existe pas 
d' antagoniste spekrifique des RA-P3, une preuve directe de 

15 la presence de RA-p3 ne peut pas §tre obtenue a partir de 
la determination des sites de liaison au I-CYP. Toute- 
fois, il existe un agoniste partiel, specif ique des RA-p3 
(CGP12177A) , qui antagonise les RA-pl et p2 ; en conse- 
quence, une accumulation d'AMPc, apr&s stimulation avec 

20 le CGP12177A, donnera une preuve directe de la presence 
de RA-P3. 

- M6thode : 

La mtthode utilis6e pour determiner les taux 
intracellulaires d'AMPc est la suivante : 

25 les cellules sont lavees une fois dans du PBS 

et incubtes en 1' absence ou en presence de 10 mM 
d'isoprenaline ou de CGP 12177A, pendant 15 min k 37°C, 
dans un tampon coraprenant du PBS, de 1'IBMX 0,5 mM et de 
1'acide ascorbique 0,5 mM. 

30 Le tampon d' incubation est elimin6 et les 

cellules sont lys6es dans NaOH 1 M pendant au moins 20 
min k 37°C. Le lysat est neutralist avec de 1'acide 
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ac6tique 1 M et centrifuge dans une microcentrifugeuse, a 
vitesse maximale, pendant 5 min. 

Le surnageant est utilise pour la 
determination de l'AMPc (kit AMPc- 3 H Amersham) . 
5 - Resultats : 

La stimulation des cellules PAZ-6 non- 
differenciees, par de 1 ' isoproterenol (10 flM) , active 
tous les recepteurs adrenergiques p, entrainant une 
augmentation des taux d'AMPc d'un facteur 21. CGP 12177A 

10 (antagoniste pi et p2 et agoniste partiel p3) n'entraine 
aucune stimulation significative de 1'adenylyl cyclase, 
ce qui confirme 1' absence de recepteurs adrenergiques P3 
fonctionnels dans ces cellules PAZ-6 non-dif f erenciees . 

La stimulation de la lignee cellulaire PAZ-6 

15 differenciee avec de 1 ' isoproterenol (10 fiM) active tous 
les RA-P (augmentation du taux d'AMPc /taux basal, d'un 
facteur 15), tandis que la stimulation avec du CGP 12177A 
entraine seulement une stimulation de 20 % (augmentation 
du taux d'AMPc d'un facteur 2,4), suggerant la presence 

20. d'un nombre signif icatif de recepteurs adrenergiques p3 
couples k l'ad6nylyl cyclase). 

Cette stimulation partielle peut s'expliquer 
par la presence de RA~Pl et ~P2, qui ne sont pas stimules 
par le CGP 12177A et par les proprietes agonistes 

25 partielles de ce compose. Ce r6sultat est compatible avec 
la conclusion ci-dessus qui precise que les sites de 
liaison au I-CYP, qui ne peuvent pas §tre bloqu6s par les 
antagonistes des RA~Pl et »P2 mais peuvent &tre bloques 
par le bupranolol, repr6sentent des sites de liaison aux 

30 RA-p3 . 



WO 96/34100 



PCT/FR96/00634 



23 

Esaai de lioolvse faur la lianee PAZ- 6) : 

- Methode : 

Le test de lipolyse consiste a mesurer la 
quantite de glycerol gener6 par les adipocytes matures 

5 traites par des ligands lipolytiques . 

Des monocouches d' adipocytes matures 
(dif ferencies) en plaques de culture (6 puits) sont 
lavees et preincubees tine nuit dans du DMEM/Ham's F12 
(1:1, v/v) comprenant 1 % de BSA sans acide gras. Les 

10 cellules sont ensuite incub6es dans un tampon Krebs- 
Ringer phosphate (pH 7,4) comprenant 2 % de BSA sans 
acide gras, 4,5 g/1 de glucose, 50 Jlg/ml de Na 2 S a O s et les 
ligands p-adrenergiques , dans un volume de 500 |tl, pen- 
dant 2 heures k 37°C. 

15 Le taux de glycerol est mesure sur 100 \ll de 

milieu d' incubation en suivant la reduction du NAD en 
NADH a 340 nm en presence de 10 Jig/ml de glycerol dehy- 
drogenase (issu d' Enterobacter aerogenes, Boehringer 
Mannheim) dans le tampon de reaction suivant : KjCCVNaHCO, 

20 125 mM pH 10, NAD 3,5 iriM et (NH 4 ) 3 S0 4 330 xnM. 

- R6sultats : 

Les resultats sont reportes a la figure 4 qui 
illustre les resultats obtenus pour differents agonistes 
P : forskoline 10** M (colonne a), isoproterenol 10' 5 M 

25 (colonne b) , norepinephrine 10* S M (colonne c) , melange 
norepinephrine 10" 5 M + phentolamine £ 20 Jig/ml (colonne 
d) , epinephrine 10'* M (colonne e) , melange 
epinephrine 10" 5 M + phentolamine ci 20 |ig/ml (colonne f ) , 
CGP 12177A 10~ 5 M (colonne g) , CL 316,43 10" 5 M (colonne h) , 

30 ICI 201651 10* 5 M (colonne i) , exprim6s en nmol/puits/2 
heures par rapport au taux basal, 

Les resultats, illustr6s & la figure 4, 
montrent une lipolyse induite par un agent stimulant 
directement l'adenylyl cyclase (forskoline) , par des 

35 agonistes des RA-pl et RA-p2 (isoproterenol, 
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norepinephrine et epinephrine), en presence ou non d'un 
antagoniste 0t2 adrenergique (phentolamine) . On observe 
egalement une lipolyse induite par les agonistes 
specif iques du RA-p3 (antagoniste RA~pi et RA-|$2, comme le 
5 CGP 12777A, le CL 316,43 et l'ICI 20651). Ces 
observations suggerent que la plupart de la lipolyse 
induite par 1 ' isoproterenol dans les adipocytes humains 
differencies PAZ-6, est contrSlee par les recepteurs 

adrenergiques p3 . 
10 d. impression du gene Oh dans — les — Cellules 

PA7i-6 dif fprenciRes^ 

Les cellules PAZ-6 dif ferenciees expriment 
1' Equivalent humain du produit du gene Ob murin. 

Lorsqu'elle est injectee, la leptine (proteine 
15 Ob) diminue apparemment 1'appetit et par voie de 
consequence l'obesite chez les souris Ob, dans lesquelles 
le g£ne correspondant est mute. Chez 1' Homme, aucune 
mutation du g£ne Ob n'a 6te observee et la concentration 
de la proteine Ob est signif icativement augmentee chez 
20 les sujets ob&ses. 

L' apparition simultanee du RA-p3 et du produit 
du gene Ob dans les adipocytes matures et differencies 
PAZ-6, suggere 1' existence d'un lien entre ces deux 
proteines . 

25 En particulier, le traitement d' adipocytes de 

rat avec 1'agoniste p3 CL 316,43, semble r6duire de 
maniere inqportante les taux d'ARNm codant pour la 
proteine Ob. 

Le fait que le gene Ob soit exprime dans les 
30 adipocytes PAZ-6 est tout a fait surprenant. En effet, 
jusqu'a present la proteine Ob a ete essentiellement 
consideree comme jouant un rdle dans la regulation de la 
sati6t6. Sa mise en evidence dans les adipocytes bruns 
suggere qu'elle joue un rdle dans la thermogendse . 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en em- 
5 brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir h 1' esprit du technicien en la matifere, sans 
s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presente 
invention. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

CODEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

OMRS 

(B) RUE: 3 rue Michel Ange 
10 (C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 CEDEX 16 

(A) NOM: STROSBERG Arthur Donny 
15 (B) RUE: 66 rue de Javel 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

20 (A) NOM: ZILBERFARB Vladimir 

(B) RUE: 14 rue Le Perdriel 

(C) VILLE: VBLLEBON SUR YVETTE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 91 140 

25 

(ii) TTTRE DE L' INVENTION: LIGNEES IMMORTALISEES DE CELLULES 
ISSUES DU TISSU ADIPEUX HUMAEM, LEUR PROCEDE DE PREPARATION 
ET LEURS APPLICATIONS. 

30 (iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 22 

(iv) FORME DECHTFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

35 (C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 
(A) NUMERO DE LA DEMANDE: FR 9504922 
40 (B) DATE DE DEPOT: 25-APR-1995 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

45 CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc « "AMORCE" 

5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 

10 

TCGTGTGCAC CGTGTGGGCC 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

20 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



25 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
AGGAAACGGC GCTCGCAGCT GTCG 24 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: Iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
40 (A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



45 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
GCCTGCTGAC CAAGAATAAG GCC 



23 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

5 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
10 (A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



1 5 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
CCCATCCTGCTCCACCT 17 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

20 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1 8 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc - "AMORCE" 



(») DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

35 ATGGCTCCGT GGCCTCAC 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

0) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (S) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

5 CCCAACGGCC AGTGGCCAGT CAGCG 25 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: ample 

(D) CONFIGURATION: Hneaire 

1 5 (ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



20 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
TAGGTATAAA GGTGTCCTGG 20 
25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin&iire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 

35 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

40 

CACTTTTGTA CTGTCCTGGT GG 22 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

45 CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 

5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

10 

GAGACCTTCA ACACCCC 17 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



25 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
GTGGTGGTGA AGCTGTAG 1 8 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 1 : 

0) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
40 (A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



45 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 1 : 

CGAGCGAGCC AGGTGAAGCC 20 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

5 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
10 (A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



1 5 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

GCCAGCGGAA ACCTCACACG 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ED NO: 13: 

20 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

35 TGCTGGCTGT GGGAGGA 17 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

0) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc - "AMORCE" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 

5 GAGGATGCCG ACGACGAT 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

1 5 (ii> TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucletque 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



20 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
TCCTGCTGCC CTTCTGTC 18 
25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases • •• - 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 

35 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

40 

GGCCTACCCC TGCTGTCT 18 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

45 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(Q NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(u) TYPE DE MOLECULE: Autre acide uuclaque 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 

5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 

10 

CGGCTGGGGC ATAGTCA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

15 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: single 

(D) CONFIGURATtON: lineaire 

20 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



25 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
GCACGCCCCCGCACACC 17 

30 



WO 9604100 



PCI7FR96/00634 



34 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

0) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 
5 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
10 (A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



1 5 (id) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
GGGGCTGAGT TTGAGCG 17 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

35 GCTCCTCACT GTCCTGTCC 19 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

0) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
(Q NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc - "AMORCE" 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
5 CCTGCTCGTG CTGACTCTG 19 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 1 8 pares de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

1 5 (u) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 
(A) DESCRIPTION: /desc = "AMORCE" 



20 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
GGGCTCCAAG GCTGTATC 18 
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REVENDICATIQNS 
1°) Lignees cellulaires, issues du tissu adi- 
peux, caract^risees : 

- en ce qu'elles sont constitutes par des pre- 
5 adipocytes contenant un fragment d'acide nucleique com- 

prenant au moins un fragment immortal isant d'un oncogene 
viral et au moins un promoteur s61ectionn6 dams le groupe 
qui comprend le promoteur dudit oncogene viral et un 
fragment des regions regulatrices du gene humain de la 
10 vimentine, 

- en ce qu'elles expriment au moins 1'une des 
prottines suivantes : recepteurs Pi et f$2 adrenergiques , 
proteine d^couplante (UCP) , transporteurs de glucose, 
Glutl et Glut4, lipoproteine lipase (LPL) et 

15 - en ce qu'elles sont aptes a Stre converties 

en adipocytes matures, qui produisent de la graisse, qui 
contiennent de nombreuses mitochondries , et expriment en 
outre les r6cepteurs Ct2 A et P3 adrenergiques ainsi que le 
produit d' expression du g6ne Ob et pr6sentent un rapport 

20 Glut 4 /Glutl inverse, par rapport auxdits pr£adipocytes 
immortalises. 

2°) Lignees cellulaires selon la revendication 
1, caracteristes en ce qu'elles sont issues du tissu adi- 
peux brun. 

25 3°) Lignees cellulaires selon la revendication 

1 ou la revendication 2, caracteristes en ce que le frag- 
ment immortalisant est constitut par un fragment de 
l'oncog&ie T SV40, codant pour l'antig&ie T du virus 
SV40. 

30 4°) Lignees cellulaires selon l'une quelconque 

des revendications 1 ci 3, caract6ris6es en ce que le pro- 
moteur est s61ectionn6 parmi le promoteur de 1' oncogene T 
SV40 et le promoteur de la vimentine et plus particulife- 
rement le fragment d'acide nucleique du promoteur de la 

35 vimentine compris entre les bases -878 et +93 de la 
sequence rtgulatrice de la vimentine. 
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5°) Lignees cellulaires selon la revendication 
4, caracterisees en ce que le fragment d'acide nucleique 
du promo teur de la vimentine comprend les bases -830 a 
-539 et/ou le fragment -540 a -140, situes en amont du 
5 site CAP. 

6°) Lignees cellulaires selon la revendication 
4 ou la revendication 5, caracterisees en ce qu'elles ont 
ete depos£es aupres de la Collection Nationale de Culture 
de Microorganismes (CNCM) tenue par l'INSTITUT PASTEUR, 
10 en date du 7 fevrier 1995 sous le n° 1-1531. 

7°) Lignees cellulaires selon l'une quelconque 
des revendications 2 a 6, issues du tissu adipeux brun, 
caracterisees : 

- en ce qu'elles expriment au mo ins les 
15 proteines suivantes ; recepteurs fll et P2 adrenergiques, 

proteine decouplante, Glutl et Glut4, lipoprot6ine 
lipase ; 

- en ce qu'elles sont aptes k &tre convert ies 
en adipocytes matures : 

20 . qui produisent de la graisse multilobaire, 

. qui contiennent de nombreuses mitochondries , 
qui expriment les recepteurs cx2 A et p3 
adrenergiques ainsi que le produit d' expression du gene 
Ob, et 

25 . qui pr6sentent un rapport Glut4 /Glutl 

inverse, par rapport aux dits pr£adipocytes immortalises. 

8°) sequences d'acide nucl6ique, issues des 
lignees selon l'une quelconque des revendications 1 & 7, 
caracterisees en ce qu'elles sont aptes & exprimer au 

30 moins l'une des proteines suivantes : recepteurs pi-, P2- 
ou p3 -adrenergiques, proteine decouplante, Glutl et 
Glut 4, lipoprot6ine lipase (LPL) . 

9°) Procede d'obtention de preadipocytes 
immortalises, issus de tissus adipeux (bruns ou blancs) 

35 humains, caracteris6 en ce qu'il comprend la transforma- 
tion de preadipocytes issus du tissu adipeux (brun ou 
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blanc) humain par une sequence d'acide nucleique telle 
que d6finie a l'une quelconque des revendications 1 a 7. 

10°) Procede de conversion des preadipocytes 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 en adipo- 
5 cytes matures, lequel procede est caracterise en ce qu'il 
comprend la mise en culture des preadipocytes immortali- 
ses selon l'une quelconque des revendications 1 a 7. 

11°) Procede selon la revendication 10 , carac- 
terise en ce que ledit milieu comprend en outre au moins 
10 l'un des composes suivants : glucocorticolde, 
triiodothyronine (T3), eventuellement associee a de la 
pioglitazone ou a ses derives, agonistes des recepteurs 
p-adrenergiques , NPY, meiatonine. 

12°) Procede de selection et d' identification 
15 de substances capables de r6guler la lipolyse et/ou la 
thermogenese, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact des pr6adipocytes immor- 
talises selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, 
avec au moins une substance apte & les transformer en 

20 adipocytes, 

- la mise en contact des adipocytes matures 
obtenus avec une substance agissant sur au moins un 
r6cepteur tels que les recepteurs ct2 x ou p3 adr6nergiques , 
les recepteurs de ' 1'insuline, de 1'IGF, les r6ceptuers de 

25 I'ACTH et les recepteurs du metabolisme du glucose 
(Glutl, Glut4) desdits adipocytes matures, en vue de la 
modulation de la lipolyse et/ou de la thermogenic et 

- la detection de la formation d'un complexe 
du type ligand-recepteur. 

30 13°) Module d' etude des prot6ines exprimees 

par les adipocytes, caracterise en ce qu'il est constitue 
par des preadipocytes immortalises selon l'une quelconque 
des revendications 1 h 7 ou des adipocytes matures obte- 
nus k partir desdits preadipocytes immortalises. 

35 14°) Compositions lipolytiques, caracterisees 

en ce qu'elles comprennent des adipocytes matures obtenus 
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h partir des preadipocytes immortalises selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 7. 

15 ° ) Anticorps ant i-adipocy tes , caracteris6s 
en ce qu'ils sont obtenus par immunisation d'un animal 

5 approprie avec des adipocytes matures obtenus conforme- 
ment au procede de conversion des preadipocytes immorta- 
lises en adipocytes matures selon la revendication 10 ou 
la revendication 11- 

16°) Utilisation des anticorps ant i -adipocytes 

10 selon la revendication 15 pour l'obtention d'un medica- 
ment destin^ au traitement de l'obesite. 

17°) Modele d' etude de la regulation des g&nes 
presents dans les adipocytes humains, caracterise en ce 
qu'il est constitue par des preadipocytes immortalises 

15 selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 ou des 
adipocytes matures obtenus a partir desdits preadipocytes 
iinmortalis6s. 

18°) Compositions pharmaceutiques destinees a 
combattre l'obesite, caracterisees en ce qu'elles 

20 comprennent des adipocytes bruns matures, obtenus k par- 
tir des preadipocytes immortalises selon l'une quelconque 
des revendications 1^7, eventuellement associ6es a au 
moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

19°) Procede pour 1' etude de l'af finite d'un 

25 recepteur exprime par des adipocytes, pour un ou plu- 
sieurs ligands determines, lequel procede comprend : 

la mise en contact des preadipocytes immor- 
talises selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, 
avec au moins une substance apte a les transformer en 

30 adipocytes , 

- la mise en contact des adipocytes matures 
obtenus avec les ligands determines, et 

- la detection d'une reaction affine entre 
lesdits adipocytes et lesdits ligands determines. 

35 20°) Kit ou trousse de detection de l'af finite 

6ventuelle d'un ligand pour une prot6ine exprimee par un 
adipocyte, caracterise en ce qu'il comprend : 
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- une culture de preadipocytes selon l'une 
quelconque des revendications 1 k 7, 

- des moyens de conversion desdits preadipocy- 
tes en adipocytes matures, et 

5 un ou plusieurs ligands temoins . 
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